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RESUMEN

La Passiflora incarnata L. es una especie que se ha utilizado por el hombre con
diversos fines. Se estudio6 el efecto in vitro de un extracto fluido de esta planta sobre
los linfocitos de 20 donantes voluntarios de sangre y de 20 enfermos con diagndstico
de inmunodeficiencia celular, mediante la técnica de formacién de roseta activa, roseta
espontanea y el ultramicrométodo inmunocitoquimico, asi como en la funcién fagocitica
de los neutrdfilos. No se hallaron diferencias estadisticamente significativas entre las
condiciones experimentales sin pasiflora y con pasiflora, en las técnicas de formacién
de rosetas ni en la expresion de los marcadores de linfocitos CD2 y CD3. Similares
resultados se hallaron con la funcién fagocitica de los neutréfilos en la misma dilucién.

Palabras clave: pasiflora, Passiflora incarnata L., roseta activa y espontanea, indice
opsonofagocitico, UMICIQ, CD2, CD3.

ABSTRACT



Passiflora incarnata L. is a species that has been used by man for various purposes. It
was studied the effect in vitro of a fluid extract of this plant on lymphocytes from 20
blood donors and 20 patients with cellular immunodeficiency diagnosis, using the
technique of active rosette formation, and spontaneous rosette immunocytochemical
ultramicromethod and in the phagocytic function of neutrophils. We found no
statistically relevant differences between experimental conditions with and without
Passiflora, neither in the rosette formation techniques or the expression of lymphocyte
markers CD2 and CD3. Similar results were found with the phagocytic function of
neutrophils in the same dilution.

Key words: pasiflora, Passiflora incarnata L., active and spontaneous rosette,
opsonofagocytic rate, UMICIQ, CD2, CD3.

INTRODUCCION

Los productos naturales actdan de la misma manera que los farmacos convencionales,

es decir, por los principios activos presentes en su composicion. Las plantas contienen

muchos compuestos quimicos que tienen actividad biolégica. La mayoria de los grupos
de farmacos se descubrieron y se desarrollaron a partir del reinoPlantae, aunque ahora
se produzcan sintéticamente.?

La Passiflora incarnata L. (Pl), mas conocida como pasiflora, es una especie de la
familia de las pasifloraceas y pertenece al género Pasiflora, que agrupa a mas de 500
especies. Se le han adjudicado efectos potenciales para el tratamiento de la ansiedad,
el insomnio y el déficit de la atencidon. Entre los componentes de la planta se
encuentran fenoles, cianoarcina, alcaloides y flavonoides (responsable del efecto
sedante). También se ha reportado la presencia de acido hidrocianico, citrico, mélico,
pantoténico y tanico.

En los extractos secos de Pl se ha comprobado la presencia de flavonoides,
aminoacidos, aminas, azlcares y oligoelementos.?-8

En el estudio mutagénico y toxicogenético de un extracto fluido de Pl utilizando 2
sistemas de ensayos a corto plazo, uno in vitro y otro in vivo, ninguna de las diluciones
empleadas mostré dafio celular ni actividad mutagénica.®

En un estudio realizado en Cuba entre los afios 2003 y 2007 sobre las reacciones
adversas por consumo de productos naturales, la Pl ocupé el octavo lugar, con el 5,1
% de los casos reportados.?

Este trabajo se realiz6 para determinar el efecto in vitro de un extracto fluido de PI
sobre los linfocitos y neutréfilos humanos de donantes sanos y de enfermos con
diagndstico de inmunodeficiencia celular o déficit de la inmunidad celular.



METODOS

Se estudio el efecto in vitro de la Pl sobre los linfocitos procedentes de 20 donantes
voluntarios de sangre del Departamento de Medicina Transfusional del Instituto de
Hematologia e Inmunologia, y de 20 enfermos con déficit de la inmunidad celular que
no habian recibido medicamento en el mes anterior a la obtencion de la muestra.

A los 20 pacientes seleccionados para este estudio con diagndstico previo de déficit de
la inmunidad celular se les habia estudiado cuantificacion de linfocitos T mediante
roseta espontanea (RE) y roseta activa (RA) e indice opsonofagocitico (FF) por

la Candida albicans. Se consideré que presentaban inmunodeficiencia celular cuando
uno o ambos parametros mostraron valores por debajo de los de referencia
establecidos, asociados con la evaluacion clinica realizada en la consulta de
Inmunologia.

En cada caso, se extrajeron 15 mL de sangre heparinizada (15 Ul/mL) con jeringuillas
plasticas desechables. El aislamiento de células mononucleares se efectué segun el
método de Bodyum modificado, sobre un gradiente de Histopaque-1077 (densidad
1,077g/mL) (Sigma-Aldrich, EE.UU).1°

Preparacion de la soluciéon de Pl:

Se utilizé un extracto fluido Lote 411001 de Pl de CPL Oeste el cual se esterilizé (filtro
0,2 mm, NALGENE, EE. UU.).

Para evaluar el efecto de la Pl sobre la viabilidad de los linfocitos y neutréfilos se utilizo
la técnica de exclusiéon del azul tripan sin exposicion a las diluciones de Pl y con
diluciones dobles de este producto, desde 1:2 hasta 1:4096, durante 24 horas a 4 °C.
La viabilidad celular estuvo disminuida hasta la dilucion 1:128 y a partir de esta, fue
superior al 95 %. Se ensayaron todos los experimentos con la PI, dilucién 1:256, que
se consider6 como 6ptima.

La determinacion de los antigenos de los linfocitos (CD2 y CD3) se realizé sin
estimulacion y con estimulacion de Pl, durante 24 horas previas a su evaluacion, y el
porcentaje de estos antigenos se efectu6 por el ultramicrométodo inmunocitoquimico
(UMICIQ) introducido y modificado en nuestro laboratorio.!*

El estudio de la accion de la Pl sobre la formacion de RA y RE y la FF se realiz6 sin
incubacién y con incubacién con la Pl a 4 °C durante las 24 horas previas al
estudio.'?13

Para comparar los resultados obtenidos entre las muestras que se expusieron a la Pl y
aquellas en que no se us6 este producto, se utilizé la prueba estadistica t Student para
muestras pareadas.

Todos los participantes expresaron su consentimiento informado para formar parte del
estudio.

RESULTADOS



Al comparar la formacion de RA y RE, asi como la expresiéon de los marcadores de
membrana CD2 y CD3, entre los linfocitos estimulados con Pl y sin esta, no se hallaron
diferencias estadisticamente significativas en los donantes ni en los enfermos con
diagnostico de inmunodeficiencia celular (tablas 1 y 2). Similares resultados fueron
hallados con la prueba de funcién fagocitica de los neutréfilos de los donantes y de los
enfermos que se incubaron sin Pl y con esta (tabla 3).

Tabla 1. Efecto in vitro de la Passiflora incarnata (P1) sobre la_formacion de roseta activa
{RAY v espontanea (RE) en donantes sanos y en pacientes con inmunodeficiencia celular

Individuos [=FY RA + PI RE RE + PI
(x + DE) (x % DE) (x % DE) {(x % DE)
(%) (%) (%) (%)

Donantes | 41,93+ 4,33 | 41,533,770 7340x06,48 | 74,20% 06,46

Pacientes | 29,87 +3,11 |30,07x2,09 |59,40%2,72 | 58,47 12,33

(% £ DE): media + desviacién estandar.

Tabla 2. Efectoin vitro de |la Passiflors incarnata (P1) en la expresion de los antigenos
CD2 y CD3 en donantes de sangre y en pacientes con inmunodeficiencia celular

Tipo de estudio Donantes Pacientes
{(x + DE) {x % DE)
(%) (%)
CD2 no estimulado | 70,20 £ 5,23 | 60,27 £ 3,59
cD2 + PI 69,21+5,85 | 60,73 +2,25
CD3 no estimulado | 65,33 +6,52 | 53,20+ 3,19
CD3 + PI 66,27 6,57 53,53 % 2,26

(% % DE): media * desviacion estandar,

Tabla 3. Efecto in vitro de la Passiflora incarnata L. (PI) sobre la funcion fagocitica
de los neutrofilos en donantes de sangre y en pacientes con inmunodeficiencia celular

Indviduos TO T15 T15+4PI T60 TEO+PI
(9%6) (x % DE) (x + DE) (x % DE) (x % DE)
(%) (%) (%) (%)

Donantes 100 | 38,221 7,34 37,08+7,67 |17,034£7,67 | 16,5546,08

Pacientes 100 | 52,88+ 11,10 | 52,70+ 10,73 | 24,38+ 5,67 | 23,04 % 4,99

(» £ DE): media + desviacion estandar; TO: tiempo cero o de inicio del estudio; T15: tiempo
a los 15 minutos del inicio del estudio; Te0: tiempo a los 60 minutos del inicio del estudio.



DISCUSION

En nuestro estudio se hallé que en las condiciones experimentales la Pl no ejerce
efecto inmunomodulador in vitro sobre los linfocitos y neutréfilos de individuos sanos
ni en enfermos con inmunodeficiencia celular. Estimamos que este estudio, aunque
preliminar, permite afirmar que la Pl en nuestras condiciones experimentales no inhibe
ni aumenta la formaciéon de RA, RE ni la expresion de los antigenos CD2 y CD3, asi
como la funcién fagocitica de los neutréfilos humanos de individuos sanos ni en
enfermos con inmunodeficiencia celular expuestos a la PIl. De todas formas, en la
actualidad existe el criterio de que es importante la publicacion de los resultados
negativos en las investigaciones, ya que esto puede contribuir en la preparaciéon de
futuras investigaciones durante su planificacién por interesados en el tema.

En la literatura revisada no hemos hallado el estudio del efecto in vitro de la Pl sobre
los linfocitos y los neutréfilos de enfermos con diagndstico de inmunodeficiencia celular
e individuos sanos.

Teniendo en cuenta que la Pl es una planta medicinal aceptada por el Ministerio de
Salud Publica de Cuba como una alternativa mas de tratamiento, consideramos que se
debe continuar trabajando en estudios preclinicos y clinicos in vitro mediante
citometria de flujo, para el estudio de otras moléculas de activacion y la proliferacion
linfocitaria, lo que permitira conocer la influencia de la Pl sobre otros elementos de la
respuesta inmunolégica y su potencial terapéutico como inmunomodulador.
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